广西 三 种 真 红 树 植物 可 培养 细菌 多 样 性 及 其 生物 活性 初 得 
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摘要 : 为 了 挖掘 真 红 树 植物 潜在 细菌 新 物种 和 生物 活性 物质 ， 丰 富 红 树 林 微 生物 多 样 性 ， 为 
新 型 活性 产物 开发 提供 菌株 资源 。 该 文 从 秋 茄 、 木 槛 和 红海 槛 三 种 广西 来 源 的 真 红 树 植物 及 
其 生境 ， 按 根 、 茎 、 叶 、 花 、 果 实 和 泥土 分 成 22 份 样品 。 选 用 8 种 不 同 培养 基 分 离 可 培养 
细菌 ， 通 过 16S rRNA 基因 序列 鉴定 ， 分 析 其 多 样 性 。 采 用 纸 片 法 筛选 细菌 发 酵 粗 提 物 的 抑 
菌 活性 ， 点 植 法 测试 其 酶 活性 。 结 果 表 明 : (D 共 分 离 获 得 可 培养 细菌 35 株 ， 素 属于 23 
个 科 28 个 属 ， 芽 孢 杆菌 属 占 细菌 总 数 的 14.3%， 为 优势 菌 属 ， 同 时 发 现 11 株 潜 在 的 新 细菌 
资源 。(2) 活性 筛选 获得 4 株 细菌 具有 抑 菌 活性 ，16 株 细菌 具有 酶 活性 ， 芽 孢 杆 菌 属 是 酶 
活性 优势 菌 属 。 综 上 所 述 ,广西 真 红 树 植物 可 培养 细菌 多 样 性 丰富 ， 部 分 细菌 具有 抑 菌 活性 
和 酶 活性 ， 在 新 型 抗生素 和 酶 应 用 方面 具有 一 定 的 开发 潜力 。 
xb. 真 红 树 植 物 ， 细 菌 ， 物 种 多 样 性 ， 抑 菌 活性 ， 酶 活性 
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Study on diversity and biological activity of culturable 


bacteria in three true mangrove plants in Guangxi 
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(Institutes of Marine Drugs/Guangxi Key Laboratory of Efficacy Study on Chinese Materia 
Medica/Faculty of Pharmacy, Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning 530200, China) 
Abstract: This study aims to explore potential new bacterial species and bioactive substances in 
mangrove plants, which can enrich the diversity of mangrove microorganisms and provide strain 
resources for the development of new active products. 22 samples were collected from three true 
mangrove plants of Kandelia candel, Bruguiera gymnorrhiza, Rhizophora stylosa, and their 
habitats, in Guangxi coastal area. Then 22 samples were divided according to different parts such 
as roots, stems, leaves, flowers, fruits and muds. Eight different culture mediums were used to 
isolate culturable bacteria, and 16S rRNA gene sequences were used to identify bacteria and 
analyze diversity. For cultured bacteria, the antibacterial and enzyme activities of fermented crude 


extracts were screened with Kirby-Bauer method and spot planting method, respectively. The 
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results were as follows: (1)Based on sequencing results of 16S rRNA gene, a total of 35 culturable 
bacteria were isolated, belonging to 28 genera and 23 families. Bacillus accounted for 14.396 of 
the total bacteria, which was the dominant bacteria. Meanwhile, 11 potential new bacterial species 
were found. (2) Four strains of bacteria showed antibacterial activities, 16 strains had enzyme 
activities, and Bacillus was the dominant strain in enzyme activities. The above results showed 
that Guangxi true mangrove plants were rich in bacterial diversity, and some bacteria showed 
antibacterial activities and enzyme activities. The new bacterial species and active strain had 
certain development potential in the new antibiotics and enzymes application. 
Key words: true mangrove plants, bacteria, species diversity, antibacterial activity, enzyme 
activity 
红 树林 生境 同时 兼备 海陆 特质 ， 共 有 高 温度、 高 盐 、 缺 氧 、 强 辐射 及 潮汐 等 环境 特征 。 
为 了 获得 生存 必需 的 营养 , 红 树 林 生 境 中 的 微生物 被 迫 与 红 树 植物 共生 ， 导 致 微生物 易 产 生 
遗传 变异 从 而 物种 多 样 性 丰富 , 代谢 产物 活性 独特 。 : 物 作为 红 树 林 生 境 中 的 优势 种 
〈《 委 和 舒 等 ，2020) ， 是 挖掘 新 菌 种 和 活性 菌株 的 理想 载体 。 广 西 红 树林 资源 丰富 ， 其 面积 全 
国 红 树林 面积 的 三 分 之 一 ， 其 中 真 红 树 植物 有 12 种 que 2014) ， 是 巨大 的 微生物 
资源 宝库 。 长 期 以 来 关于 广西 海域 微生物 活性 物质 的 研究 主要 集中 在 红 树林 生境 的 放 线 菌 ， 
关于 红 树 植物 内 生 细 菌 的 报道 相对 较 少 。 关 明 国 课题 组 ( 吴 家 法 等 , 2017; 石松 标 等 , 2018; 
王 聪 等 ，2019) 和 黄 大 林 课 题 组 ( 黄 大 林 ，2013; 陈 建 宏 等 ，2018; WAZ, 2019) 主要 
致力 于 对 广西 红 树 林 生 境 中 放 线 菌 多 样 性 及 其 生物 活性 研究 。Jiang et al. (20180. 从 广西 北 
仓 河口 多 种 真 红 树 植物 中 分 离 到 101 株 内 生 放 线 菌 中 ， 一 株 被 鉴定 为 新 种 ，35 株 具有 显著 
的 抑 菌 活性 。 近 年 来 研究 发 现 ， 红 树 植 物 及 其 根 际 淤泥 中 可 培养 细菌 也 可 产生 抑 菌 、 抗 肿瘤 
(Gong et al., 2018) 和 延缓 衰老 等 生物 活性 的 代谢 产物 。 李 菲 等 (2016) NF EELER 
中 分 离 得 到 38 株 内 生 细菌 ， 其 中 5 株 为 潜在 新 物种 ，5 株 具 有 较 强 的 细胞 毒 活性 。 李 家 愉 
等 《2017) 从 广西 山口 分 离 得 到 17 株 红 海 槛 内 生 细菌 ， 发 现 3 株 潜 在 新 菌 ，2 株 对 副 溶 f 
弧 菌 具有 较 强 抑 菌 活性。 李密 等 (2020) 从 徐闻 分 离 到 33 株 真 红 树 植物 内 生 细 菌 ， 其 中 10 
株 为 潜在 新 种 或 新 属 ，2 株 有 显著 杀 线 虫 活性 。 李 蜜 等 (2020) 从 海南 西海 岸 的 14 份 真 红 
PS 树 样 品 中 分 离 到 内 生 细菌 38 株 ，3 株 对 秀丽 隐 杆 线虫 有 显著 延缓 衰老 活性 。 由 此 可 见 ， 真 
c 红 树 植物 可 培养 细菌 物 种 多 样 性 丰富 ,代谢 产物 活性 独特 ,值得 我 们 深入 挖掘 。 研 究 广 西 沿 
= 海 真 红 树 可 培养 细菌 多 样 性 , PAIE E ER X E E AERE RETE o TER E 
o 合 物 开发 具有 重要 意义 。 
由 于 抗生素 的 滥用 ， 导 致 多 种 超级 细菌 产生 ， 出 现 越 来 越 多 的 难 治 性 感染 。 细菌 耐 药 性 
已 经 成 为 一 场 国际 性 的 公共 卫生 危机 ， 是 咀 需 解决 的 全 球 性 问题 〈 刘 丹 华 等 ，2019) ， 研 发 
新 型 抗 耐 药 菌 抗生素 迫在眉睫 。 细 菌 是 产生 抗生素 及 生物 活性 物质 重要 微生物 资源 。 和 蛋白 酶 、 
纤维 素 酶 和 淀粉 酶 是 高 效 的 生物 活性 酶 ， 影响 生物 体 的 生理 活动 ， 在 食品 、 医 药 和 化 工 等 生 
物 技术 方面 有 巨大 的 应 用 价值 〈 马 军 等 ，2016) 。 红 树 植物 共生 细菌 多 样 性 丰富 ， 能 产生 多 
种 酶 活性 类 物质 和 抗生素 类 化 合 物 CNtabo et al., 2018) ， 是 潜在 酶 活性 物质 及 新 型 抗生素 
的 重要 来 源 。 因 此 ， 本 实验 设计 合适 的 分 离 培养 基 ， 以 期 从 广西 三 种 真 红 树 植物 及 其 根 际 淤 
泥 中 分 离 获得 更 多 未 培养 细 苗 ,并 分 析 其 可 捞 养 细 菌 多 样 性 。 通 过 筛选 可 培养 细 戎 的 抑 菌 和 
酶 活性 , 为 新 型 抗生素 和 酶 活性 物质 提供 菌株 资源 , 并 为 后 续 广 西 真 红 树 植物 资源 开发 利用 
提供 科学 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 样品 采集 


为 了 探究 不 同 地 点 及 植物 部 位 对 真 红 树 植物 可 培养 细菌 的 影响 ， 课 题 组 于 2019 年 12 
月 21 日 在 广西 沿海 区 域 采 集 三 种 真 红 树 植物 的 根 、 茎 、 叶 、 花 、 果 实 和 泥土 部 位 ， 按 照 不 
同 地 点 分 成 22 份 样品 。 具 体 信息 见 表 1， 根 部 位 样品 4 份 ， 苓 部 分 6 份 ， 叶 部 分 6 份 ， 花 
部 分 1 份 ， 果 实 2 份 , 泥土 3 份 。 经 北仑 河口 红 树 林 自 然 保护 区 吴 志 和 究 鉴 定 ，3 种 真 红 树 分 
别 为 秋 亲 (Kandelia cande) ~, KK (Bruguiera gymnorrhiza) 和 红海 榄 (Rhizophora stylosa) 。 
表 1 样品 采样 信息 
Table 1 Information of collected Samples 


样品 编号 植物 类 型 样品 部 位 经 纬度 
Sample Plant types Sample parts Longitude and latitude 
code 
F1 秋 茄 1 根 、 叶 、 茎 、 泥 土 108*42'06 E. 21?39'04 N 
Kandelia cande Root, leaf, stem, soil 
F2 poi 2 TR. "p. zE. JE 108*3125 E. 21°53'15 N 
Kandelia cande Root, leaf, stem, soil 
F3 AH 1 AR. cH. x 108* 1347 E . 21°36'57 N 
— ) Bruguiera gymnorrhiza Fruit, leaf, stem 
| F4 AH 2 JE. Wb. x 108*1347 E. 21?36'57 N 
e. Bruguiera gymnorrhiza Flower, leaf, stem 
b F5 AN 3 TR. OH. "p. XE. EE 108? 1347 E, 21?36'57 N 
E Bruguiera gymnorrhiza Fruit, root, leaf, stem, soil 
F6 红海 槛 "p. x. RR 108* 1347 E. 21?3657N 
€ Rhizophora stylosa Leaf, stem, root 


- 1.1.2 试剂 
168 rRNA 基因 扩 增 引物 对 27F(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) 和 
492R(5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3) 购 于 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 〈 中 国 ， 北 京 ) ; 
Chelex-100 树脂 ，2XEasy Taq Supermix BioRad 购 于 BioRad 公司 (美国 ) ; 5% ARAR 
钠 溶 液 购 于 朗 索 医用 消毒 剂 有 限 公 司 〈 中 国 ， 杭 州 ) ;其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.1.3 培养 基 
分 离 培 养 基 : 参考 李密 等 (2020) 方法 ，P3、P7、M5、M7、M9、M10、M11 具体 配方 
参考 文献 ; 发 酵 培养 基 : 改良 ISP2 液体 培养 基 ; 酶 活性 筛选 培养 基 : 参考 赵 雅 慧 等 (2018) 
方法 ;纤维 素 酶 科 选 培养 基 : LB 培养 基 中 加 入 1% 的 羧 甲 基 纤 维 素 钠 和 1.5 多 的 琼脂 ; 淀粉 
MEIER E: LB 培养 基 中 加 入 1% 淀 粉 和 1.59038]46; SEINEN SEA. 脱脂 奶粉 1%， 
葡萄 糖 1%， 琼 脂 1.5%。 


1.1.4 指示 菌 


REIS 


无 乳 链球 菌 CReptococcus agalactiae) NCTC 8181、 海 豚 链 球菌 (Streptococcus iniae) 
CAIM 527、 沙 门 氏 菌 (Salmonella) 。 以 上 指示 菌 均 为 华南 农业 大 学 张 晓 勇 课题 组 提供 。 
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1.2 实验 方法 


1.2.1 样品 的 处 理 


参考 李密 等 (2020) 方法 ， 真 红 树 植物 样品 用 $% 次 氧 酸 钠 溶 液 浸泡 8 min， 无 菌 水 冲 
洗 干 净 ，75% 乙醇 中 浸泡 5 min, 无 菌 水 冲洗 至 无 乙醇 味 。 取 以 上 样品 约 2 g 于 无 菌 研 钵 中 ， 
加 入 2 mL 无 菌 海水 研 匀 即 得 原液 。 参考 李 菲 等 (2018) 方法 ,泥土 样品 除去 杂质 ， 取 约 2.0 
g 于 装 有 20 mL 无 菌 水 (内 有 玻璃 珠 ) 的 锥 形 瓶 中 ， 放 入 摇 床 摇 匀 ， 充 分 均 质 即 得 原液 。 所 有 
样品 原液 置 于 4 CIKI. AM7, P7, M11, M10, M5, AGG, P3, M9 8 种 分 离 培 
养 基 ， 取 样品 的 10“ 悬 液 100 uL 涂 布 (李密 等 ，2020) 。 


1.2.2 可 培养 细菌 的 分 离 纯 化 、 鉴 定 、 保 藏 


参考 吴 家 法 等 (2017) 方法 ,分离 培养 平板 于 28 CC 恒温 培养 箱 培 养 2 一 8 周 。 长 出 细 
菌 后 ， 挑 取 质 地 光滑 的 单 菌落 ， 三 线 法 在 ISP2 纯化 培养 基 分 离 纯化 ， 直 至 获得 纯净 菌株 ， 
记录 菌株 数量 及 其 形态 特征 。 参 考 Chelex-100 法 〈 周 双 清 等 ，2010) 提取 已 纯化 细菌 的 基 
因 组 DNA, ÆW Walsh et al. (1991). 的 方法 对 细菌 基因 组 DNA 进行 PCR 梯度 扩 增 。1% 
pem 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 阳性 扩 增 产物 委托 上 海 美 吉 生 物 医药 技术 有 限 公司 广州 分 公司 进行 测 
序 。 经 DNA Star 软件 整理 的 16S rRNA 基因 测序 结果 ， 用 数据 库 EzBioCloud 
Chttp://www.eztaxon.org/) (2009) 及 Blast 网 站 进行 相似 性 比 对 。 纯 化 的 菌株 保藏 于 20% 
(V/V) 甘 油管 中 ， 置 于 -80 超低温 冰箱 中 保存 。 


1.2.3 细 戎 发 酵 粗 提 物 的 活性 筛选 


1.2.3.1 细菌 发 酵 及 粗 提 物 提 取 

参考 李密 等 (2020 ) 方 法 发 酵 可 培养 细菌 , 离心 收集 的 发 酵 液 用 等 体积 的 乙酸 乙 酯 某 取 。 
减 压 蒸 干 乙酸 乙 酯 层 ， 用 甲醇 溶解 收集 ， 挥 干 甲醇 即 得 细菌 发 酵 粗 提 物 ， 置 于 4 Cuka 
存 备用 。 
1.2.3.2 细菌 抑 菌 实验 

检定 板 的 制备 ， 参 考 许 敏 等 (2016) 方法 ， 生 长 良好 的 指示 菌 接种 于 装 有 50 mL EK 
菌 LB 液体 培养 基 的 三 角 瓶 中 ，180 rmin! 摇 床 培养 9 h 得 到 对 数 生长 期 的 指示 菌 混 悬 液 ， 
取 混 悬 液 加 入 到 灭 菌 后 低 于 55 CH LB CAO 培养 基 中 ， 稀 释 成 0.3% 的 浓度 。 灭 菌 的 LB 
固体 培养 基 倾 注 到 培养 下 中 ， 凝 固 后 ， 再 倾注 一 层 加 有 的 培养 基 ， 待 其 凝固 即 得 检定 板 。 

纸 片 扩 散 法 进行 抑 菌 活性 检测 : 参考 曾 至 等 (20190 的 方法 ,细菌 发 酵 粗 提 物 用 甲醇 溶 
解 配 成 20 mg-mL'',. IREX 5 uL 至 直径 为 6 mm 的 无 菌 滤纸 片上 (加 入 5 pL 甲醇 的 滤纸 片 作 
阴性 对 照 ) ， 挥 干 甲醇 ， 贴 于 检定 板 表 面 ， 于 30 CHF 24 hp， 观 察 并 记录 抑 菌 圈 的 大 小 ， 
实验 重复 3 次 ， 计 算 抑 菌 圈 平 均值 。 
1.2.3.3 细菌 酶 活性 实验 
酶 活性 菌株 的 筛选 : 参考 杨 桂 柳 等 (2015) 方法 ， 点 植 法 将 对 数 生长 期 的 细菌 接种 于 相 
应 的 酶 活性 平板 培养 基 上 , 28 人 恒温 培养 4-6 d. 观察 细菌 生长 情况 和 菌落 周围 是 否 出 现 透 
明 圈 ， 实 验 重复 3 次 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 三 种 真 红 树 植物 可 培养 细菌 多 样 性 分 析 

经 菌落 形态 排 重 和 16S rRNA. 基因 测序 比 对 分 析 ， 共 获得 35 株 可 培养 细菌 。35 株 菌 株 
分 布 在 23 个 科 28 个 属 , 35 株 可 培养 细菌 物种 组 成 如 表 3 所 示 。 其 中 , 芽 胞 杆菌 属 (Bacillus) 
占 菌株 总 数 14.3%, 属于 优势 菌 属 芽 胞 杆菌 属 , 此 结果 与 其 他 学 者 研究 相同 ( 韩 敏 敏 等 ,2020 )， 


这 表明 芽孢 杆菌 属 占 红 树 植物 微生物 统治 地 位 。Kim etal. (2014) 认为 16S rRNA 基因 序列 


相似 性 小 于 98.65% 的 菌 
分 析 ， 发 现 35 株 细 菌 9 


株 有 80% 为 潜在 新 物种 。 对 三 种 真 红 树 植物 可 培养 细 
HE 11 株 细 菌 的 16S rRNA X 


5 
Bg 


VETT URBI 


性 


序列 相似 性 低 于 98.65%， 分 别 为 


GXIMD 7462. GXIMD 7066. GXIMD 7477、GXIMD 7064. GXIMD 7063. GXIMD 7115. 


GXIMD 7761. GXIMD 7498. GXIMD 7121. GXIMD 7463. GXIMD 7518， 可 能 为 潜在 新 


物种 ， 图 1 为 潜在 新 戎 与 相似 度 最 高 对 照 菌 的 N-J 系统 进化 树 。11 个 潜在 新 物种 隶属 于 9 
科 11 属 ， 其 中 GXIMD7477 和 GXIMD7761 分 别 于 与 纤维 单 胞 菌 属 的 巴基斯坦 纤维 单 胞 菌 
(Cellulomonas pakistanensis)fll Marmoricola 属 的 Marmoricola korecus 相似 度 最 高 , 可 能 为 稀 
有 放 线 菌 。 说 明 真 红 树 植物 可 培养 细菌 多 样 性 丰富 , 可 为 研究 生物 活性 物质 提供 良好 的 菌株 
表 2 35 株 可 培养 细菌 的 物种 组 成 
Table 2 Species composition of potential new bacteria 
菌株 编号 来 源 培养 基 相近 种 相似 度 
Strain code Origin Culture medium Similar species Similarity (6) 
GXIMD 7462 F2 根 F2 root MIO Asticcacaulis solisilvae 96.88 
GXIMD 7066 F1 Æ Fl stem P3 Aurantimonas coralicida 98.05 
GXIMD 7477 F3 H} F3 leaf AGG 巴基斯坦 纤维 单 胞 菌 96.72 
Cellulomonas pakistanensis 
GXIMD 7064 FI X Fl stem AGG, P3 ITER ERITA 98.58 
Erythrobacter citreus 
GXIMD 7063 Fl X Flstem P3 海水 纪 氏 菌 Jiella aquimaris 96.61 
GXIMD 7115 ”F6 根 F6 root P7 解 脂 科 过 单 胞 菌 94.72 
Kordiimonas lipolytica 
GXIMD 7761 F2 H} F2 leaf P3 Marmoricola korecus 98.56 
GXIMD 7498 F5 Z F5 stem M9 Massilia oculi 97.91 
GXIMD 7121 F6 根 F6 root M9, M10, Mil Rhizobium helanshanense 96.62 
GXIMD 7463 F2 根 F2 root P3 Shinella daejeonensis 96.33 
GXIMD 7518 F4 W} F4 leaf M5 H E P E A 96.66 
Sphingomonas panni 
GXIMD 7789 F4 {E F4 flower M7 Achromobacter denitrificans 99.87 
GXIMD 7762 F1 叶 Fl leaf M11 拉 氏 无 色 杆菌 99.87 
Achromobacter ruhlandii 

GXIMD 7147 FI 泥土、F5 泥土 P3 XU Se] 99.22 

F1 soil, F5 soil Algoriphagus halophilus 
GXIMD 7146 — F5 泥土 F5 soil AGG 食 环 氧化 物 交 蔡 赤 细菌 99.22 

Altererythrobacter epoxidivorans 

GXIMD 7838 F4 Æ F4 stem M9 Bacillus qingshengii 99.34 
GXIMD 7132 FSjí-. F23E. —— P7 . M7. P3 3E V7 F TE 99.61 

F6 根 F5 soil, Bacillus siamensis 

F2 stem, F6 root 
GXIMD 7017 F1 泥土 Fl soil M11 特 基 拉 芽 胞 杆菌 99.87 

Bacillus tequilensis 

GXIMD 7743 F6 € F6 stem MIO 枯草 芽 胞 杆菌 Bacillus vanillea 99.04 
GXIMD 7027 Fl 泥土 Fl soil P3 X FS 2E HUAT PR] 98.7 
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Bacillus vietnamensis 


GXIMD 7117 F6 泥土 F6 soil MIO 大 洋 金色 球菌 99.35 
Croceicoccus pelagius 
GXIMD 7792 ”F4 花 \.F2 泥 土 F4 M10, AGG Fictibacillus halophilus 100 
flower, F2 soil 
GXIMD 7143 F1 F5JEd. Fl M5 Labrenzia sp. 100 
stem, F5 soil 
GXIMD 7615 ”F6 根 .F5 泥 土 F6 AGG, M11, MIO FH & pf fe dx TRI 99.09 
root, F5 soil Labrenzia alba 
GXIMD 7120 F6 根 F6 root M11 Abs fev R Ki 99.22 
Labrenzia salina 
GXIMD 7123 F6 根 F6 root M9 VREER A 98.71 
Luteococcus sediminum 
GXIMD 7130 F5 泥土 F5 soil M7 微 杆菌 99.34 
Microbacterium thalassium 
GXIMD 7834 F1 H} Flleaf M9, P7 植物 内 微 球菌 99.74 
Micrococcus endophyticus 
GXIMD 7442 F2 泥土 F2 soil AGG Mycobacterium conceptionense 98.97 
GXIMD 7744 F6 Z& F6 stem M11 Paenibacillus urinalis 99.59 
GXIMD 7402 F5 Hl F5 leaf M11 马 氏 副 球 菌 Paracoccus marcusii 99.74 
GXIMD 7499 F5 E, Wf F5 M5. M11 385 BL ABLEP UL PR 99.61 
stem, leaf Pseudomonas putida 
GXIMD 7747  FS5J& FS fruit MIO 海 雪 嗜 冷 杆 茵 99.87 
Psychrobacter nivimaris 
GXIMD 7516 F5 X F5 stem MIO fri UE ZLERTR 99.74 
Rhodococcus pyridinivorans 
GXIMD 7116 F6 根 F6 root M10 光滑 链 霉菌 Streptomyces levis 99.09 
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Sphingomonas panni C52I(AJ575818) 


"XIMD7518 

GXIMD7064 

Qipengyuania citrea RE3SF/1T(AF118020) 
GXIMD7115 

Kordiimonas lipolytica M41 (LRUBO1000032) 
GXIMD7462 

Asticcacaulis solisilvae CGM1-3ENT(JX144961) 
Shinella daejeonensis MJ021(GQ 241319) 
GXIMD7463 

Rhizobium esperanzae CNPSo6681(KC293513) 
GXIMD7121 

GXIMD7066: 

Aurantimonas coralicida DSM 147901 (ATXK01000033) 
Query of GXIMD7063 


o4  Jiella pacifica 40Bstr347 (MN940434) 


32 
a- 4k JG [eb fW 


a-proteobacteria 


97 


GXIMD7498 ] B- Æ JE KA 
100 — Massilia oculi CCUG 43427AT(FR773700) | D-proteobacteria 
100 | GXIMD7761 
Marmoricola korecus Sco-A367(EN386723) 放 fk p 5H 
GXIMD7477 à n 
Actinobacteria 


100 Cellulomonas pakistanensis ICM 187557 (BBHV 01000063) 


0.050 


图 1 潜在 新 菌 的 16S rRNA 基因 序列 N-J 系 统 发 育 树 
Fig.1 N-J phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequences of potential new bacteria 


2.2 35 株 细菌 在 不 同 真 红 树 植物 、 植 物 部 位 及 培养 基 中 的 分 布 


不 同 植物 种 类 及 不 同 植物 生境 影响 其 可 培养 细菌 的 丰富 程度 。 如 图 2 所 示 ， 从 不 同样 品 
中 分 离 得 到 细菌 多 样 性 依次 是 木 槛 3 > 红海 槛 > 秋 熙 2 > 秋 茄 1 S KS 2 > 木 槛 1。3 RARIUS] 
采集 于 防城港 , 但 分 离 到 的 菌株 种 类 及 数量 不 同 , 可 能 由 于 植物 采集 时 的 老 嫩 程度 及 所 取 的 
植物 组 织 部 位 差异 所 致 。 两 株 秋 茄 分 别 采 样 于 北海 海域 两 个 采样 点 ， 采 集 地 点 不 一 致 ， 分 离 
到 的 细菌 种 属 数 量 和 物种 完全 不 同 。 秋 前 1 (Fl ) 分 离 得 到 的 8 PRA R A E E A a 
CAlgoriphagus halophilus) ~ Aurantimonas coralicida、 特 基 拉 芽 胞 杆菌 (Bacillus tequilensis) « 
越南 芽孢 杆菌 (Bacillus vietnamensis) 、 海 水 纪 氏 菌 (Jiella aquimaris) ~ Labrenzia sp.、 
植物 内 微 球 菌 CMicrococcus endophyticus) , KIR 2(F2) 分 离 获 得 的 细菌 为 拉 氏 无 色 杆菌 
(Achromobacter ruhlandii) 、Asticcacaulis solisilvae, E2 F JUF (Bacillus siamensis) ~ 
Fh E F AF E C Bacillus vanillea) ~ Fictibacillus halophilus、 Marmoricola korecus ~ 
Mycobacterium conceptionense, Paenibacillus urinalis, Shinella daejeonensigs， 两 株 秋 若 植物 
共有 细菌 属 为 芽 息 杆菌 属 ， 其 余 均 为 各 自 的 特有 属 。 由 此 可 见 , 真 红 树 植物 生长 不 同 阶段 及 
植物 生境 差异 可 显著 影响 其 可 培养 细菌 物种 多 样 性 
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图 2 不 同 植物 分 离 得 到 的 可 培养 细菌 分 布 情况 

Fig. 2 Distribution of culturable bacteria isolated from different plants 

不 同 部 位 的 细菌 多 样 性 不 同 。 从 6 份 植物 组 织 茎 中 分 离 获 得 11 株 可 培养 细菌 ， 隶 属 

9 个 属 (图 3)。4 份 植物 组 织 根 中 分 离 得 到 的 10 株 细 菌 隶 属于 9 个 属 。3 份 泥土 样品 分 离 得 
到 的 10 株 细菌 隶属 于 7 个 属 。6 份 植物 组 织 叶子 中 分 离 得 到 的 8 株 细菌 隶属 于 8 个 属 。1 
份 植物 组 织 花 中 分 离 得 到 的 2 株 细菌 隶属 于 2 个 属 。2 份 果实 中 分 离 得 到 1 株 细菌 。 本 研究 
从 植物 组 织 茎 中 分 离 得 到 的 细菌 数量 及 多 样 性 均 最 多 ， 从 果实 中 分 离 得 到 的 细菌 最 少 。 
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图 3 不 同 部 位 分 离 得 到 的 可 培养 细菌 分 布 情况 


Fig. 3 Distribution of culturable bacteria isolated from different parts 


不 同 培养 基 分 离 得 到 的 细菌 多 样 性 依次 是 M10 > MII = P3 > AGG > M9 > P7 >M5 > M7 
(图 4。 由 此 可 见 ，M10 棉 籽 糖 -L- 组 氨 酸 培养 基 ) 和 MIL (葡萄糖 - 酸 水 解 酷 素 培养 基 ) 培 
养 基 分 离 获 得 的 细菌 数量 和 物种 多 样 性 均 有 较 明显 的 优势 ， 可 能 是 L- 组 氨 酸 和 酸 水 解 酷 素 
等 物质 能 满足 细菌 生长 的 营养 需求 。 此 结果 与 其 他 学 者 的 研究 有 所 区 别 ， 李 蜜 等 (2020) 从 
海南 西海 岸 红 树林 伴生 植物 分 离 到 的 放 线 菌 中 ，M7 培养 基 得 到 的 放 线 菌 数量 最 多 ,而 M11 
培养 基 分 离 到 的 放 线 菌 最 少 。 可 能 由 于 放 线 菌 和 细菌 生长 所 必要 的 营养 成 分 不 同 , 今后 可 选 
用 M7. MIO 和 M11 培养 基 作 为 分 离 培养 红 树 可 培养 细菌 的 主要 参考 培养 基 


菌株 数量 Number of strains 
O — N ù A Ci O - OO ^O CO 
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M7 P7 
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图 4 不同 培 养 基 分 离 得 到 的 可 培养 纪 
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Fig. 4 Distribution of endophytic bacteria isolated from different media 


2.3 ”三 种 真 红 树 植物 可 培养 细菌 粗 提 物 生物 活性 分 析 


2.3.1 可 培养 细菌 的 抑 菌 


无 乳 链 球菌 


活性 分 析 
和 海豚 链球 菌 是 人 
体 可 导致 脑膜 炎 等 疾病 ， 病 死 率 较 高 。 由 于 抗生素 的 小 
基 喀 吓 和 链 霉 素 等 普遍 耐 药 , 这 一 问题 吸 需 解决 。/ 
菌 活性 筛选 ,， 共 筛选 获得 4 株 可 培养 台 


]， 无 乳 链球 
JUEZ Ir ROAX 
菌 的 发 酵 粗 提 物 至 少 对 一 种 指示 菌 有 抑制 活 


畜 共 患 的 致 病菌 , 可 给 水 产 养 殖 业 造 成 巨大 损失 , 感染 人 
瑚 对 青霉素 、 磺 胶 二 甲 
菌 发 醇 粗 提 物 进 行 抑 
性 , 阳性 


率 为 11.4%。 如 表 4 所 示 ， 菌 株 GXIMD 7747. GXIMD 7027 和 GXIMD 7518 同时 对 无 乳 链 
球菌 和 海豚 链球 菌 有 抑制 作 月 
性 菌株 GXIMD 7498 与 菌株 Massilia oculi 最 高 相似 度 分 别 为 97.91%， 来 源 于 木 榄 3 (F5) 
WZ; GXIMD 7518 5 pa size n. CSphingomonas panni) 最 高 相似 度 为 98.31%， 来 


TARH 2 


(FA) 的 叶子 。 这 两 株 活 


物 领域 


具有 重要 的 开发 价值 。 
表 3 4 RAMENE 


菌 的 抑 菌 


H, GXIMD 7498 同时 对 沙门 氏 菌 和 海豚 链球 苗 有 换 秆 


d 


检测 结 


Table 3 Results of bacteriostatic test of 4 active bacteria 


WE) 


生 菌 株 可 能 为 潜在 新 物种 ， 说 明 新 型 菌株 在 挖 和 


j。 活 


EIKE 


TR El 


Indicator bacteria 


活性 菌株 


Active strain 


抑 菌 圈 大 小 


Size of bacteriostatic circle (mm?) 


海豚 链球 菌 


无 乳 链球 菌 


Streptococcus agalactiae 


Streptococcus iniae 


沙门 氏 菌 Salmonella 


GXIMD 7027 
GXIMD 7747 
GXIMD 7518 
GXIMD 7027 
GXIMD 7498 
GXIMD 7747 
GXIMD 7518 
GXIMD 7498 


12.1: 0.263 
12.2 +0.289 
11.3 +0.252 
11.400.116 
12.3 +0.252 
16.4 0.153 
17.4 3-0.115 
10.2 +0.057 7 
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2.3.2 可 培养 细菌 的 酶 活性 分 析 


蛋白 酶 、 洗 粉 酶 和 纤维 素 酶 是 生物 活性 物质 ， 与 人 类 生活 密切 相关 ,在 医药 食品 及 化 工 
业 等 领域 具有 巨大 的 市 场 潜力 。 通 过 选 育 酶 活性 的 细菌 ， 可 大 规模 发 酵 制备 蛋 白 酶 、 纤 维 素 


酶 和 淀粉 酶 活性 物质 。 真 弓 


[ 树 植物 可 培养 细菌 酶 活性 结果 如 表 5 所 示 ， 共 获得 16 REDA 


一 种 酶 活性 的 可 培养 细菌 ， 


杆菌 (Bacillus siamensis) 


HESS 45.7%, FTIT A EA BRI ERREUR. PREDA ZEE 
、 枯 草 芽 胞 杆菌 (B. vanillea) . EFTE CB. tequilensis) 


和 微 杆 菌 CMicrobacterium thalassium) 同时 具有 淀粉 酶 、 和 蛋白 酶 和 纤维 素 酶 活性 ， 占 酶 活性 


总 菌株 数 的 25%。16 株 酶 


的 12.5% (图 5)。1 株 同 时 具有 淀粉 酶 和 纤维 素 酶 活性 ， 占 酶 活性 菌株 的 6.25%， 其 中 有 2 


活性 菌株 中 ，2 株 同 时 有 具有 和 蛋白酶 和 淀粉 酶 活性 ， 占 酶 活性 菌株 


种 以 上 的 酶 活性 的 菌株 有 7 株 ， 占 酶 活性 菌株 的 43.75%。 上 共有 纤维 素 酶 活性 的 菌株 最 多 ， 


有 13 株 ， 占 酶 活性 菌株 的 


81.25%。 具 有 蛋白酶 和 淀粉 酶 活性 的 菌株 均 为 7 株 ， 占 酶 活性 菌 


Wk 43.75%。 以 上 结果 表明 真 红 树 植物 可 培养 细菌 具有 显著 的 酶 活性 ， 以 纤维 素 酶 活性 尤为 
突出 。 后 续 通 过 优化 发 酵 条 件 ， 可 以 生产 酶 活性 物质 应 用 于 医药 、 食 品 及 化 工 领域 。 


淀粉 


Diastase 


纤维 素 酶 Cellulase 


(50%) 


酶 蛋白 酶 


Proteinase 


5 酶 活性 结果 分 析 维 恩 图 


Fig. 5 Venn diagram of enzyme activity result analysis 


d 4 红 树 植物 可 培养 细菌 酶 活性 结果 


Table 4 Results of enzyme activities of culturable bacteria in mangrove plants 

菌株 编号 相似 物种 和 蛋白酶 。 淀粉 酶 ” 纤维 素 酶 

Strain code Similar species Protease Amylase Cellulase 
GXIMD 7063 海水 纪 氏 菌 Jiella aquimaris E - + 
GXIMD 7516 食 吡 啶 红 球 菌 = * * 

Rhodococcus pyridinivorans 

GXIMD 7499 和 恶 具 假 单 胞 菌 Pseudomonas putida 十 
GXIMD 7123 沉积 物 苍 黄 球菌 Luteococcus sediminum 十 
GXIMD 7743 杜 草 芽 胞 杆菌 Bacillus vanillea + + + 
GXIMD 7132 逮 罗 芽 胞 杆菌 Bacillus siamensis 十 十 + 
GXIMD 7120 IRER RE Labrenzia salina + 
GXIMD 7518 H U HR IRL ERI + 


Sphingomonas hankookensis 


作 期 刊 
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GXIMD 7017 特 基 拉 芽 胞 杆菌 Bacillus tequilensis 十 十 十 
GXIMD 7116 光滑 链 霉 菌 Streptomyces levis 十 
GXIMD 7121 Rhizobium helanshanense 十 
GXIMD 7130 微 杆 菌 Microbacterium thalassium 十 十 十 
GXIMD 7442 Mycobacterium conceptionense 十 
GXIMD 7027 越南 芽 胞 杆菌 Bacillus vietnamensis 十 十 

GXIMD 7792 Fictibacillus halophilus 十 十 
GXIMD7143 Labrenzia sp. 十 

注 : + 表示 阳性 ; -表示 阴性 。 


Note: + means positive; — means negative. 
3 讨论 与 结论 


随 着 陆地 资源 的 不 断 开发 ， 普 通 环 境 下 惫 选 有 具有 独特 活性 的 新 菌 种 越 来 越 困 难 。 因 此 ， 
红 树 林 特 殊 生境 中 的 微生物 资源 逐渐 引起 研究 者 的 关注 。 本 研究 利用 8 种 不 同 营养 成 分 的 
分 离 培养 基 对 22 份 真 红 树 植物 组 织 及 根 际 淤泥 可 培养 细菌 进行 分 离 纯 化 ， 尽 可 能 丰富 未 培 
养 和 难 培养 红 树林 微生物 资源 ， 共 获得 35 株 菌 株 分 布 在 23 个 科 28 个 属 。 两 株 秋 茄 分 别 采 
样 于 北海 海域 两 个 采样 点 , 分 离 到 的 细菌 种 属 数量 和 物种 完全 不 同 。 原因 是 红 树 林 特 殊 的 环 
境 迫 使 细 戎 与 红 树 植物 共生 ， 地 点 不 同 ， 红 树林 生境 会 有 所 差别 ， 因 此 不 同 地 点 的 同一 种 红 
树 植物 可 培养 细菌 具有 地 点 特异 性 。 本 研究 中 从 植物 组 织 茎 中 分 离 得 到 的 细菌 数量 及 多 样 性 
均 最 多 ， 从 果实 中 分 离 得 到 的 细菌 最 少 ， 此 结果 与 魏 玉 珍 等 (2010) 、 李 家 怡 等 (2017) 及 
李密 等 (2020) 研究 结果 有 所 差别 ， 可 能 是 由 于 样品 采集 地 点 和 季节 影响 不 同 植物 组 织 细菌 
的 多 样 性 〈 解 修 超 ，2007) ， 也 可 能 与 选取 的 植物 组 织 数 量 差异 及 样品 处 理 方式 有 关 。 针 对 
广西 沿海 同一 种 真 红 树 植 物 组 织 对 其 可 培养 细菌 的 分 布 及 生物 学 特征 是 否 有 特异 性 影响 ,还 
需 进一步 探索 ,就 物种 新 颖 性 分 析 , 分 离 获得 11 株 细菌 16S rRNA 基因 序列 相似 性 低 于 98.65% 
的 淤 在 新 菌 种 ， 分 布 于 秋 茄 的 根 、 茎 ， 木 槛 的 叶 以 及 红海 槛 的 根部 位 ， 分 别 在 M7、P7、 
M11, M10, M5, AGG, P3, M9 培养 基 上 培养 出 来 ， 其 中 有 5 株 从 之 营养 的 燕麦 粉 琼脂 培 
养 基 P3 上 培养 获得 ， 说 明 红 树林 特殊 生境 中 ， 共 生 较 多 寡 营 养 细菌 ，P3 培养 基 可 以 作为 发 
现 真 红 树 植物 潜在 新 菌 的 主要 参考 培养 基 。 后续 对 潜在 新 菌 进 行 多 项 分 类 鉴定 ,可 为 挖掘 新 
FT 的 活性 化 合 物 提供 菌 源 。 
菌株 GXIMD7477. GXIMD7027 和 GXIMD 7518 发 酵 粗 提 物 同时 对 无 乳 链球 菌 和 海豚 
链球 菌 有 抑制 作用 ，GXIMD 7518 同时 具有 抑 菌 和 酶 活性 ， 这 说明 细菌 的 代谢 产物 中 可 能 局 
时 存在 具有 多 种 活性 化 合 物 ， 也 可 能 是 一 种 化 合 物 有 多 种 活性 ， 后续 可 以 进一步 探究 。 活性 
菌株 GXIMD 7498 与 菌株 Massilia oculi 最 高 相似 度 分 别 为 97.91%， 从 木 榄 3〈F5) 的 茎 组 
织 的 MO 培养 基 中 分 离 得 到 ， 抑 菌 活 性 菌株 GXIMD 7518 与 菌株 Sphingomonas panni HZ 
醇 单 胞 菌 ) 最 高 相似 度 为 98.31%， 从 木 榄 2 (F4) 的 叶子 组 织 的 M5 培养 基 中 分 离 到 ， 这 两 
株 活性 菌株 可 能 为 潜在 新 物种 。 说 明 针 对 细菌 生长 所 必需 养分 , 通过 设计 多 种 不 同 成 分 的 培 
养 基 分 离 纯化 不 同样 品 的 可 培养 细菌 ,更 容易 分 离 得 到 未 培养 的 潜在 活性 新 菌 种 。 前 人 研究 
发 现 , 酶 活性 菌株 GXIMD 7132(Bacillus siamensis) 能 产生 促进 植物 生长 的 嘻 哄 乙酸 (Suliasih 
et al., 2020) ， 可 用 作 消 毒剂 ， 对 抗 浮游 细菌 和 生物 膜 驻 留 细 菌 (Awan et al., 2020) 。 由 此 
nf UL, 本 研究 分 离 得 到 的 活性 菌株 有 开发 成 药物 和 生物 技术 产品 的 潜力 。 广西 真 红 树 植 物 可 
培养 细菌 的 物种 多 样 性 丰富 ， 后续 通过 优化 活性 菌株 发 酵 条 件 ， 运 用 化 学 分 离 方 法 , 分 离 粗 
提 物 中 类 抗生素 和 酶 活性 物质 , 可 为 研究 新 型 抗生素 及 开发 水 产 养 殖 药物 提供 新 的 药 效 基础 
物质 ， 在 食品 、 医 药 以 及 化 工业 等 方面 有 一 定 开 发 潜能 。 
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